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ABSTRACT 
 
 
 
 
Azoreductase plays an important role in the decolourisation of azo dyes by 
cleaving the azo bonds in azo dye structure. In view of this, Brevibacillus panacihumi, 
azo dye-degrading bacteria, was used for decolourisation of Reactive Black 5 (RB5) 
dye. Decolourisation of RB5 was carried out by growing the bacteria culture in RB5 dye 
solution (100 mg/L) at pH 9, supplemented with glucose 0.4 % (v/v) and yeast extract 
1.2 % (v/v) and incubated at 37 °C under sequential anaerobic-aerobic condition. 
Azoreductase was produced during which the enzyme with the highest activity obtained 
during the end of log phase. Since the azoreductase activity related to the 
decolourisation of RB5 in anaerobic condition, the cells were harvested during this 
condition. Then, to determine whether the enzyme produced is found intracellular or 
extracellular, the cells was collected via centrifugation and the cell pellet was disrupted 
using sonication technique, and Lowry assay was used to determine the protein 
concentration. Azoreductase was found to be produced intracellularly as the cell free 
extract has the highest specific activity of 0.334 U/mg compared to the culture 
supernatant (extracellular), resting cell and cell debris which has significantly lower 
enzyme activity of 0.034 U/mg, 0.010 U/mg and 0.200 U/mg, respectively.  The 
optimum assay conditions for the maximum azoreductase activity were at 37 °C, RB5 
dye concentration of 100 mg/L and NADH concentration of 0.2 mM. In addition, the 
optimum pH and Ionic liquids [emim][EtSO4] concentration was pH 7 and 70 %, 
respectively. Phosphate buffer, pH 7 showed a higher enzyme activity compared to the 
Ionic liquids as a stabiliser in azoreductase assay. Decolourisation of RB5 by 
azoreductase under the optimum assay conditions occured up to 93 % at 8th hour of 
incubation was successfully achieved.  
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ABSTRAK 
 
 
 
 
Enzim azoreduktase memainkan peranan yang penting dalam proses 
penyahwarnaan pewarna azo dengan memutuskan ikatan azo dalam struktur pewarna 
azo. Oleh yang demikian, Brevibacillus panacihumi, bakteria yang berfungsi untuk 
mendegradasi pewarna azo telah diperkenalkan bagi tujuan penyahwarnaan Reactive 
Black 5 (RB5). Proses penyahwarnaan RB5 telah dijalankan dengan 
mengembangbiakkan kultur bakteria di dalam medium yang terdiri daripada pewarna 
azo RB5 (100 mg/L) pada pH 9, glukosa 0.4 % (v/v) dan ekstrak yis 1.2 % (v/v) and 
dieramkan pada suhu 37 °C di dalam persekitaran anaerobik-aerobik. Enzim 
azoreduktase telah dihasilkan ketika enzim mempunyai aktiviti yang paling tinggi iaitu 
yang telah terhasil pada penghujung fasa log. Oleh kerana aktiviti enzim azoreduktase 
berkait rapat dengan proses penyahwarnaa RB5 di dalam persekitaran anaerobik, sel 
telah diekstrak pada waktu tersebut. Kemudian, untuk mengenalpasti sama ada enzim ini 
telah dihasilkan secara intrasel atau ekstrasel, sel telah dikumpulkan melalui proses 
pengemparan dan sel pelet telah dipecahkan melalui teknik pemecahan sel dan analisis 
Lowry telah digunakan bagi menentukan jumlah protein. Enzim azoreduktase telah 
dikenalpasti dihasilkan secara intrasel kerana sel ekstrak mempunyai spesifik aktiviti 
enzim yang paling tinggi iaitu 0.334 U/mg berbanding dengan cecair kultur (ekstrasel), 
sel rehat dan serpihan sel yang mempunyai aktiviti enzim yang rendah iaitu 0.034 U/mg, 
0.010 U/mg dan 0.200 U/mg. Aktiviti analisis yang optimum bagi menghasilkan aktiviti 
enzim azoreduktase yang maksimum telah dikenalpasti pada  37 °C, pewarna azo RB5 
100 mg/L dan kepekatan NADH 0.2 mM. Di samping itu, pH dan kepekatan cecair ion 
[emim][EtSO4] yang optimum ialah pH 7 dan 70 %. Penimbal fosfat, pH 7 telah 
menunjukkan aktiviti enzim dua kali ganda lebih tinggi  daripada cecair ion sebagai 
penstabil di dalam analisis enzim azoreduktase. Penyahwarnaan RB5 dengan 
menggunakan enzim azoreduktase di dalam persekitaran analisis yang optimum yang 
terhasil sehingga 93 % penyahwarnaan pada jam kelapan inkubasi telah berjaya 
dijalankan. 
